اثرات مخمر پروبیوتیک ساکارومایسز سرویزیه واریته بولاردی بر بیان ژن‌های حدت sodA، ompA و بیان ژن‌هایIL8 ، NF-kB در رده سلولیCaco-2 آلوده شده به باکتری پاتوژن غذازاد انتروباکترساکازاکی
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114سوره طه 
ه بوالردی اثرات مخمر پروبیوتیک ساکارومایسز سرویزیه واریت
، IL8بیان ژن هایو sodA ،ompAژن های حدت بیان بر
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پاتوژن غذازاد انتروباکتر ساکازاکی
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ه ویژه تولید امكان استفاده ازپروبیوتیک ساکارومایسز بوالردی در صنعت ببررسی -
ربوط به پودر شیرخشک پروبیوتیک شده برای جلوگیری از انتقال آلودگی های م
. انتروباکتر ساکازاکی در نوزدان
التهاب در بررسی امكان استفاده از ساکارومایسز بوالردی  به عنوان یک عامل ضد-
.بیماری های عفونی گوارشی مقاوم به آنتی بیوتیک
د مكمل بر اساس نتایج حاصل از طرح استراتژی های بهداشت و سالمت جهت تولی-
ژیت و های جلوگیری کننده از بیماری های قابل انتقال با شیر خشک از جمله منن
. عفونت های گوارشی انجام خواهد شد
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:آماده سازی باکتری کرونوباکتر ساکازاکی
از تهیه باکتری ساکازاکی
به مرکز ذخائر ژنتیک ایران
PTCC1918شماره 
کشت در محیط 
TSB 24به مدت
ساعت
خطی در محیط کشت
TSA برای رسیدن به
تک کلنی
میلی لیترمحیط 5کلنی از باکتری را در یک 
37ساعت در دمای 18الکتوز براث برای مدت 
رشد داده  rpm 200درجه سلسیوس و دور 
وز میکرولیتر از محیط الکت960
ر براث حاوی باکتری برداشته و د
DMEM)عفونیمیلی لیترمحیط 5
رده و اضافه ک(  بدون آنتی بیوتیک
37به مدت یک ساعت در دمای  
 rpm 200درجه سانتیگراد و دور 
رشد میدهیم
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در فالسک FBSدرصد 10با DMEMنگهداری شده در  caco-2سلول 
5اتمسفر قرار داده و سپس فالسک ها را در سانتی متر مربع175های
سانتیگراد قرار داده شددرجه 37دمای و  co2درصد 
بار توسط 3درصد سطح فالسک، 80یا 70پس از رشد سلول ها تا حد 
PBS  دادهسلول ها را شستشو
تریپسین میلی لیتر5
اضافه کرده تا حدی که
ا یک الیه سطح سلول ر
10بپوشاند و به مدت 
37دقیقه در دمای 
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CaCo2رده سلولی اثر سمیت باکتری کرونوباکتر ساکازاکی بر 










اضافه کردن محلول 
MTT و انکوبه کردن
ساعت3به مدت 
و اضافه کردن محلول MTTخارج کردن محلول 
DMSO دقیقه خوانش توسط دستگاه10پس از
االیزا




































ساعت2و 1سلول پس از مواجهه با باکتری و مخمر در زمان های 
.توسط کیت تجاری استخراج شدند
:مراحل استخراج
برداشت نمونه سلولی -1
سانتریفیوژ-2
لیز کردن توسط بافر-3
اضافه کردن آب فاقدنوکلئاز به مرکز ستون-4
استخراج شده توسط دستگاه RNAبررسی کیفیت -5
نانودراپ
نیزمراحل بر اساس دستورات کیت تجاریCDNAبرای ساخت 
.انجام گرفت
CDNAو ساخت RNAاستخراج 
25
ROTORGENQاز دستگاه ،RT-PCRبرای انجام آزمایش  شده استفاده AMPLIQONو مستر میكس  6000
. است
ارش داده شدز به شرکت ماکروژن سفپرایمرهای مورد استفاده بر اساس مقاالت معتبر انتخاب شده و جهت سنت
:پرایمرهای انتخابی











OmpAبرای ژن های RT-PCRآزمایش  – Soda-NFKb-IL8
27
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بله مانوز موجود در 
بوالردی
مخمر بررسی اثر
ری بوالردی بر باکت
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 ژنIL8
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نتیجه بودنهمسو یافته ها آزمایش محقق
باکتری اثر
ساکازاکی بر رده 
و Caco2سلولی 
IL8بررسی بیان ژن 
و نیز اثر مخمر 
بوالردی بر بیان 
IL8ژن
بله ر حضور کرونوباکت
ساکازاکی در رده 







اثر مخمر بوالردی 
در IL8بر بیان ژن
Caco2رده سلولی 
آلوده شده به 
یباکتری ساکازاک
بله ز مخمر ساکارومایس
بوالردی توانایی 
ن کاهش اینترلوکی
را دارا می باشد 8
و میتواند میزان 











ساکازاکی و ایجاد 
ن عفونت توسط بیا
و تیمار OMPAژن 
ی توسط مخمر بوالرد
ان و اثر کاهشی بر بی
NFKBژن 
بله ompAحضور ژن 
اب سبب افزایش الته
در نتیجه افزایش ژن 
NFkBمیشود
اثر ژن یررسی




ساکازاکی و ایجاد 
ن عفونت توسط بیا
و تیمار  OMPAژن 
ی توسط مخمر بوالرد
ان و اثر کاهشی بر بی
NFKBژن 
بله مخمر پروبیوتیک 
ساکارومایسز 
ت بوالردی حین عفون











پیشنهاداتنتیجه گیری نتایج و بحثمواد و روش ها
پس از تیمار با مخمر پروبیوتیک OmpA،Soda،NF-κB ،IL8در مجموع، آنالیز بیان ژن های 
:ساکارومایسز بوالردی نشان داد 















پیشنهاداتنتیجه گیری نتایج و بحثمواد و روش ها
م مکانیسضد یافته های این تحقیق نشان دادند که  اثرات 
ومایسز مشاهده شده برای مخمر پروبیوتیک ساکاربیماری زایی 
ایر بوالردی در این تحقیق، در راستای اثراتی است که در س
لت این اثر ، احتماالً به ع. تحقیقات نیز گزارش گردیده اند
ن پروژه مکانیسم ضد عفونت  مخمر بوالردی می باشد، زیرا در ای
مخمر پروبیوتیک ،CaCo2نشان داده شد که در ردۀ سلولی
،OmpAساکارومایسز بوالردی، سبب کاهش بیان ژن های حدت 
Soda   و کاهش بیان ژن هایNF-κB،IL8 می گردد
انتروباکترساکازاکیآلوده شده به باکتری  Caco-2رده سلولیالتهابی در ژن هایبیان و بربیان ژن های حدت بوالردی اثرات مخمر پروبیوتیک ساکارومایسز 
پیشنهادات کاربردی
مواد و روش هاعمروری بر منابمقدمه
.
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نتیجه گیرینتایج و بحث




امل ضد امکان استفاده از ساکارومایسز بوالردی  به عنوان یک ع
.وتیکالتهاب در بیماری های عفونی گوارشی مقاوم به آنتی بی
45
پیشنهادات پژوهشی
پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هاعمروری بر مناب
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..قدردانیوتشکر
کترر د،محمرودیدکترر یان گرانقدر آقااتیدمراتب سپاس و قدردانی خویش را از سر صدق و اخالص به محضر اس
در که در نهایت سعه صدر و خالصانه همواره با حمایت ها و رهنمودهای ارزشرمند و سرازنده، اینجانرب رافراست،
. انجام این پایان نامه مورد محبت خویش قرار داده اند، ابراز می دارم
احل تحقیق برا در کلیه مرکه قجربیگی و دکتر پیمانی، کتر دآقایان اتید ارجمندهمچنین از حمایت های ارزنده است
نهایرت ،نرده اراهنمایی و مشاوره های اندیشمندانه خود برای تکمیل و ارتقاء کیفیت این رساله کمک موثری داشرت
. تشکر و قدردانی را به جای آورم
از خانواده عزیز و گرامی ام که در طول تحصیل همواره سنگ صبور و حامی من بودنرد و سرعی کردنرد کره مرن 
فت و بهروزی دغدغه ای به جز کسب علم ودانش نداشته باشم ممنون و سپاسگزارم و از خداوند بزرگ  سالمتی، پیشر
.برایش آرزومندم
. کنممیسرکار خانم ها پیشخوان وموسوی تشکر از کارشناسان محترم دانشکده 
مقدمه
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مقدمه
تصویر مقاله و مجله + مقاالت مستخرج از پایان نامه 
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